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IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE Phytophthora spp. EN EL CULTIVO DE 
AGUACATE (Persea americana Mill.) DE LAS PRINCIPALES ZONAS PRODUCTORAS 
DE ECUADOR 
 
MOLECULAR IDENTIFICATION OF Phytophthora spp. AFFECTING AVOCADO CROP 
(Persea americana Mill.) IN THE MAIN PRODUCING AREAS OF ECUADOR 
 
RESUMEN 
La presente investigación describe el proceso de identificación molecular de Phytophthora 
cinnamomi a partir de muestras tomadas de raíces de árboles de aguacate en dos zonas productoras 
del Ecuador, Pichincha y Tungurahua. El estudio se realizó en la Estación Experimental Santa 
Catalina del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), y contó con la 
participación de los departamentos de Biotecnología y Protección Vegetal, y del Programa de 
Fruticultura. La investigación se inició con la toma de muestras en árboles con sintomatología de 
pudrición radicular en zonas de producción. A partir de fragmentos de raíces se obtuvieron 10 
aislamientos en los que se identificó la presencia del complejo Phytophthora - Pythium. Se obtuvo 
buena calidad de ADN de ocho de estos aislamientos para el análisis de marcadores ITS reportados 
para la identificación de P. cinnanomi. Mediante la amplificación de la región ITS del ADNr y con 
el uso de primers A2 (forward) y I2 (reverse), se confirmó la presencia de Phytophthora  spp., en 
cuatro de los ocho aislamientos, al igual que para P. infestans, utilizado como control positivo. La 
digestión posterior del amplicon ITS obtenido con la enzima Taq I, permitió confirmar la presencia 
de P. cinnamomi como agente causal de la pudrición radicular en dos zonas de producción.  
 














This research shows the process of molecular identification of Phytophthora cinnamomi from root 
samples taken from avocado trees in two areas of Ecuador (Pichincha and Tungurahua), in which 
this crop is growing. The study was carried out in the Agricultural Research National Institute 
(INIAP), in collaboration with Biotechnology and Plant Protection Departments, and Fruitculture 
National Programme. It began with the sampling of avocado roots showing root rot 
symtomatology. Ten isolates were obtained from the root samples. In most of the cases, they 
showed the presence of Phytophthora spp. and Pythium spp as a complex. DNA was obtained from 
eight isolates. For the identification of P. cinnamomi, internal transcriber spacer markers (ITS) 
were used. By amplification of the ITS region of rDNA, and using the primers A2 (forward) and I2 
(reverse), presence of Phytophthora spp. in four of the eight isolates was confirmed. P. infenstans 
was used as a positive control. The ITS amplicon digestion was carried out using the Taq I enzyme, 
confirming the presence of P. cinnamomi.  
 









El cultivo de Aguacate (Persea americana Mill.) se presenta como un frutal de gran perspectiva 
agroindustrial, debido a su valor nutritivo, alto rendimiento y la capacidad de ofertarlo durante todo 
el año; su demanda se ha ido incrementando internacionalmente, especialmente la relacionada al 
aguacate de la variedad Hass, (INEC, 2012). 
 
Estas características han colocado a este frutal en un sitial privilegiado dentro de los productos 
ecuatorianos no tradicionales con mayores opciones para exportación. Se puede encontrar aguacate 
en 42 de las 52 semanas del año, lo que  permite ofertarlo a mercados que requieren ser abastecidos 
constantemente y con calidad de este fruto (Brito, D.; Quiroz, D. 2008). 
 
Según datos del Instituto Nacional de Estadística y Censos del Ecuador (INEC) del año 2010, 
existen 167428 árboles de aguacate que produjeron 9098 toneladas métricas del producto, (INEC, 
2012). 
 
En los últimos cinco años, el Ecuador exportó 36075.92 TM de la fruta (2446. 78 miles USD 
FOB). Colombia es el principal comprador, al adquirir el 99.5% de la cantidad ofertada (INEC, 
2012). Sin embargo Ecuador busca mercados potenciales para la exportación de la fruta; Estados 
Unidos es uno de los más interesantes  a considerar, lastimosamente por medidas fitosanitarias, este 
producto tiene restricciones de ingreso (Brito, D.; Quiroz, D. 2008). 
 
El cultivo de este frutal está expuesto a factores bióticos, abióticos y de manejo, los cuáles limitan 
la producción; entre estos factores que se debe considerar son: nutrientes, tipo de suelo, ataque de 
insectos y enfermedades, (Vásquez et al., 2008).  
 
Una de las enfermedades más importantes que afecta al cultivo es conocida como “Pudrición de la 
radicular o Marchitez del aguacate”. En la actualidad, es reconocida como la más importante 
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enfermedad en árboles de aguacate y económicamente es un factor limitante para la producción en 
muchas aéreas de Australia, California y Sudáfrica, (Erwin, D.C; Ribeiro, O. 1996). 
 
Los primeros estudios acerca de Phytophthora spp., fueron realizados por Anton de Bary en 1897, 
que describió la primera especie; desde entonces alrededor de 70 especies han sido descritas, 
siendo todas patógenos de plantas que causan gran devastación a una extensa variedad de cultivos 
agrícolas, (Drenth et al., 2006). La enfermedad que causa la pudrición radicular en aguacate fue 
reportada por primera vez en Sumatra en 1922 y fue descrita en Puerto Rico en árboles de aguacate 
seis años después. La Pudrición radicular del aguacate es ahora conocida en América Central y Sud 
América, Caribe, Australia, Nueva Zelanda, Sud África y California (Cook, 1975). 
 
En el Ecuador, las pérdidas económicas causadas por esta enfermedad son de gran importancia, 
especialmente en la provincia de Pichincha, en los valles de Tumbaco, Guayllabamba y Pifo, donde 
se ha observado una fuerte incidencia de pudrición de raíces, (Tapia, 1980). Existen pocos estudios 
relacionados a Phytophthora cinnamomi en el Ecuador, lo que ha limitado la generación de 
estrategias eficientes de control de la enfermedad, en plantaciones donde se cultiva este frutal. 
 
El desarrollo del estudio de la diversidad en poblaciones de microorganismos patógenos de plantas, 
se ha visto tradicionalmente impedido por depender de metodologías basadas en el cultivo del 
microorganismo, (Pallás et al., 2008). El diagnóstico convencional, está basado en el aislamiento 
de Phytophthora spp. a partir de tejidos enfermos, usando un medio de cultivo específico para el 
crecimiento de este patógeno, (Drenth et al., 2006). 
 
En la actualidad se han desarrollado técnicas independientes al cultivo del microorganismo, 
basadas en métodos de extracción de ADN y el desarrollo de la Reacción de la Cadena de la 
Polimerasa (PCR), (Pallás et al., 2008). La cuál ha significado grandes avances en la identificación 
de microorganismos, proporcionando altos niveles de especificidad a través del diseño de primers 
específicos para marcadores de interés, (Drenth et al., 2006). 
 
El diseño de iniciadores (o primers) para la amplificación mediante PCR de las regiones Internas 
transcritas (ITS), que son regiones altamente polimórficas que se encuentran en los genes del ADN 
ribosomal (rDNA), ha permitido el análisis comparativo de secuencias altamente conservadas cuya 
variación es utilizada para estudios filogenéticos y taxonómicos, (Avise, 1994). Además su utilidad 
ha sido así mismo demostrada como herramienta de identificación y detección (Pallás et al., 2008).  
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La investigación se realizó en el Instituto Nacional Autónomo de Investigaciones Agropecuarias 
INIAP, Departamento Nacional de Biotecnología (DNB), en los Laboratorios de Biología 
Molecular de la Estación Experimental Santa Catalina (ESSC), además se tuvo la colaboración del 






1.1.1 Objetivo general 
 
Identificar la presencia de Phytophthora spp., en las principales zonas productoras de 
aguacate de la región Andina del Ecuador, mediante técnicas moleculares. 
 
1.1.2 Objetivos específicos 
 
1. Aislar cepas de al menos 20 muestras de árboles con sintomatología de Pudrición 
radicular en campos de producción. 
2. Determinar la presencia de Phytophthora spp. en los aislamientos mediante la 
amplificación de un fragmento ITS del ADN genómico obtenido. 
3. En caso de comprobar la presencia de Phytophthora spp., identificar la presencia de P. 













2. REVISIÓN DE LITERATURA 
 




Phytophthora cinnamomi Rands, es el agente causal de la enfermedad reconocida como la más 
importante en cultivos de aguacate y económicamente es un factor limitante para su producción a 
nivel mundial. Fue descrita por primera vez en Burma, Sumatra por Rands en el año de 1922, 
(Erwin, D.C; Ribeiro, O. 1996). Se denomina Muerte Descendente por la sintomatología que 
presenta la planta en su parte superior y Pudrición Radicular por los daños que ocasiona al sistema 
radicular, (Jorge, P.; Medina, C. 2000). 
 
El patógeno presenta una amplia distribución mundial tanto en esta fruta como en otras 
innumerables especies que incluyen plantas herbáceas, arbustivas o arbóreas de diversas categorías 
pero principalmente dicotiledóneas, (Latorre et al., 1998).  Es reconocida como una de las 
enfermedades más destructivas, con un amplio rango de hospedantes, (Erwin, D.C; Ribeiro, O. 
1996). 
 
Esta enfermedad se caracteriza por un progresivo decaimiento que eventualmente conduce a la 
muerte de los árboles severamente atacados. Inicialmente presenta una defoliación parcial, clorosis 
que va de leve a moderada,  y el crecimiento vegetativo se detiene junto con la producción tanto en 
calidad como en cantidad. Al examinar las raíces, se puede evidenciar necrosis y pudrición parcial 
o total de las raicillas (Latorre et al., 1998).  
 
P. cinnamomi puede desarrollarse como un saprófito en el suelo por largos períodos, para luego en 
condiciones favorables esporular y producir un vasto número de zoosporas asexuales y 
biflageladas. Las zoosporas son atraídas por sitios de infección por los cuales se inicia el ataque e 
invaden la planta, en pocos días las hifas se ramifican a lo largo de los tejidos en la planta 
susceptible, forman el esporangio en la superficie de la planta y rápidamente se desarrolla el 






Dos factores son necesarios para el desarrollo de esta enfermedad, la presencia del patógeno y el 
exceso de humedad  en el suelo (Figura 1). El patógeno necesita de agua como factor fundamental 















2.1.2 Descripción Taxonómica 
 
La tradicional descripción taxonómica de las especies del género Phytophthora spp., se ha basado 
predominantemente en su morfología, características estructurales del esporangio, anteridio y si se 
trata de un aislado homotálico o heterotálico (Hardham, A. 2005), (Cuadro 1). 
 
Cuadro 1. Descripción Taxonómica de Phytophthora cinnamomi R. (Hardham, A. 2005). 
Phytophthora cinnamomi Rands 
Reino Chromista 
Phylum Oomycota 




Actualmente las comparaciones de los datos de la secuencia de las regiones ITS del ADNr  han 
dado lugar a una imagen bastante diferente de las relaciones entre los géneros dentro de los 
Oomycetes, (Hardham, A. 2005). (Figura 2) 
 




Phytophthora spp. pertenece al grupo de los Oomycetes, los cuales son considerados uno de los 
grupos más importantes de patógenos de plantas. Anteriormente, fueron clasificados dentro del 
reino Fungi, ya que muestran crecimiento filamentoso, producen micelio y forman esporas. Sin 
embargo, los Oomycetes están clasificados en el reino Protista, taxonómicamente y de acuerdo al 
análisis de las características fenotípicas, la comparación de las secuencias de ADN, existen 
grandes diferencias en la fisiología, bioquímica y genética entre estos dos grupos. Los Oomycetes 
son diploides, sus hifas no son septadas, sus membranas contienes lípidos y una larga cadena de 
ácidos grasos que posiblemente remplazan a los esteroles en las membranas del micelio, la 
composición de la pared celular en la mayoría consiste en β-glucanos y celulosa a diferencia de 
quitina que es constituyente de la pared celular de los hongos. Los Oomycetes no sintetizan 
ergosterol y por lo tanto no son afectados por ciertos fungicidas, que interfieren con la síntesis del 
RNA ribosomal, (Latijnhouwers, M. 2003). 
 




El esporangio posee una forma ovoide, elipsoide, elongado,  no papilado y redondeado en su base 
(Figura 3). Su tamaño puede estar entre 75 largo y 40 µm ancho, (Erwin, D.C; Ribeiro, O. 1996).  
 
 
Figura 3.- Morfología de P. cinnamomi, esporangio no papilado, proliferación del esporangio, 








Las clamidosporas se forman de manera abundante e infectan el tejido y nacen a partir de las hifas, 
su tamaño va de 31 a 50 µm con un diámetro de 41 µm. Son globosas, terminales o intercalares en 




La etapa de reproducción sexual de  P. cinnamomi puede producirse por cruces interespecíficos o 
intraespecíficos. Esta especie es heterotálica, las oosporas se forman con el tipo de apareamiento 
A1 y A2. El tipo de apareamiento A2 está ampliamente distribuido, mientras que el tipo de 
apareamiento A1 no es muy común. El tipo de apareamiento A2 se produce una vez que los 
extractos químicos que contienen las raíces del aguacate, el agua o solventes orgánicos, dan inicio a 
la producción de un gran número de oosporas,  (Zentmyer, G.A. 1987). El tamaño de estructuras 
como el anteridio se encuentra entre 19 y 17 µm, algunos son bicelulares y el oogonio se encuentra 
en un rango de tamaño que va de 21 a 58 µm.  Las oosporas son redondas y su tamaño va de 19 a 
54  µm de diámetro (Erwin, D.C; Ribeiro, O. 1996). 
 
2.1.3.4 Temperatura de crecimiento 
 
El patógeno se desarrolla en condiciones ideales en regiones subtropicales y temperadas, pero no 
sobrevive bajo condiciones de baja humedad. El micelio tiene su máximo crecimiento entre los 24 





Según Zetmyer, G.A. (1897), P. cinnamomi presenta una variabilidad  intraespecífica considerable, 
en cuanto a morfología de la colonia, patogenicidad, respuesta a antibióticos y fungicidas, respuesta 




2.1.3.6 Proceso de Infección 
 
P. cinnamomi inverna en forma de oosporas, clamidosporas o micelio en el suelo o en las raíces 
que ha infectado. Las oosporas y clamidosporas germinan en forma de zoosporas; mientras que el 
micelio prosigue su desarrollo y produce zoosporangios que liberan zoosporas. Estas últimas, 
nadan en el agua del suelo e infectan las raíces de plantas susceptibles al entrar en contacto con 
ellas. Forman mayor micelio y zoosporas durante los climas húmedos y moderadamente fríos; en 
climas secos o cálidos, incluso demasiado fríos, sobrevive en forma de oosporas y clamidosporas, 
(Agrios, 2004). P. cinnamomi es capaz de sobrevivir como un saprofito, su período de 
sobrevivencia es de hasta seis años en condiciones adecuadas, (Erwin, D.C; Ribeiro, O. 1996). 
 
La enfermedad puede manifestarse tanto en plántulas jóvenes de árboles, como en plantas adultas, 
y la muerte de sus raíces puede ser lenta o rápida, dependiendo de las condiciones predominantes 
en el ambiente. Los árboles afectados muestran un menor diámetro, crecen muy poco y casi 
siempre mueren al cabo de tres a 10 años después de la infección. La pudrición de la raíz afecta a 
pequeñas raíces y con frecuencia presentan lesiones cafés necróticas en las raíces más grandes, 
todo el sistema radical puede pudrirse y dar como resultado la muerte más o menos rápida de la 
planta, (Agrios, 2004). 
 
Una vez que la enfermedad progresa, las hojas se presentan de color verde pálido, seguida del 
marchitamiento del árbol. Posteriormente, se produce la fuerte caída de hojas causando su pérdida 
total, se presentan además síntomas de necrosis en raíces, lo que finalmente provoca la muerte del 
árbol. La enfermedad progresa en condiciones óptimas en suelos húmedos con pH de 6.5 y a una 
temperatura  de 24 º C. Sin embargo, su rango de desarrollo es de 13 a 32 º C, el patógeno es 
fácilmente dispersado por vehículos, herramientas de trabajo y en suelo sobredrenados o 
sobresaturados de agua, (Erwin, D.C; Ribeiro, O. 1996). 
 
2.1.4 Identificación Morfológica 
 
La identificación de organismos fitopatógenos por medio de métodos tradicionales incluye el 
aislamiento del patógeno y la caracterización de estos a través de pruebas de patogenicidad y 
características morfológicas, que son laboriosas, con un alto consumo de tiempo y propensas a 
errores si no se tiene la debida experiencia y cuidado para  diferenciar las especies de forma fiable, 
(Calle, J. 2005).   
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El diagnóstico convencional, está basado en el aislamiento de Phytophthora spp. a partir de tejidos 
enfermos usando un medio de cultivo específico, el cual contiene un coctel de antibióticos, (Drenth 
et al., 2006). Observaciones de diversas características morfológicas, se realizan a nivel de aspectos 
estructurales como esporangios, anteridios, oogonios y micelio (Hardham, A. 2005). Las 
características que se utilizan para la identificación, son sus esporas y cuerpos fructíferos y hasta 
cierto grado, las características de su micelio, (Agrios, 2004). De manera general, el sistema de 
clasificación de Phytophthora spp. se basa en la morfología de su esporangio y gametos, siendo 
dividido en seis grupos definidos, (Lee, S.; Taylor, J. 1992). 
 
En la actualidad, estudios basados en las comparaciones de las secuencias de ADN han conducido a 
la aparición de una diferente agrupación de las especies de Phytophthora spp, que dividen al género 
en ocho suptipos, lo cual difiere de los seis grupos morfológicos reconocidos por Waterhouse, 
(Hardham, A. 2005). 
 
 
2.1.4.1     Características de crecimiento en medio de cultivo 
 
El micelio se caracteriza por ser coraloide con abundantes hifas aéreas densas y largas, las 
vesículas son grandes, globosas, esféricas y piriformes, con un promedio ocho micras µm, produce 
una colonia compacta y borde no definido, (Fernández, 1978). P. cinnamomi produce usualmente 
agrupaciones de clamidosporas en medio agar y solamente en condiciones especiales forma un 
esporangio no papilado, (Agrios, 2004). 
 
2.2    Estudios Relacionados a la “Pudrición Radicular”  
 
Las pérdidas causadas por enfermedades radiculares son considerables, principalmente las del 
género Phytophthora spp., en muchos de los casos, con frecuencia el patógeno no es identificado o 
detectado, las plantas infectadas muestran inicialmente síntomas de sequía, rápidamente se 
debilitan y se vuelven susceptibles al ataque de otros patógenos,  que erróneamente son 
considerados como los causantes de la muerte de plantas atacadas, (Agrios, 2005).  
 
Desde 1980, estudios genéticos basados en métodos moleculares han mejorado nuestra capacidad 
de identificar especies fúngicas y sus relaciones, (Cooke, 2000). Los recientes estudios en genética 
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molecular, abrieron nuevas vías para la identificación de patógenos, el desarrollo de la PCR y de 
software bioinformáticos diseñados para analizar grandes cantidades de datos de secuencias de 
ADN, han hecho posible revelar la relaciones evolutivas entre las diferentes especies y el diseño de 
primers específicos, (Drenth, 2001).  
 
2.2.1 Técnicas Moleculares para la Identificación de Patógenos de Plantas 
 
El diagnóstico de fitopatógenos a través de sus ácidos nucleicos es un concepto que se ha 
desarrollado en las últimas dos décadas por lo que nuevas aplicaciones, protocolos y 
modificaciones de las técnicas descritas están siendo reportadas continuamente, (Rosales, 2002). 
 
La necesidad de métodos alternativos de diagnóstico ha llevado a los investigadores a emplear otras 
técnicas, como los patrones electroforéticos de isoenzimas, método útil para identificación a partir 
de cultivos puros, pero no aplicable a situaciones en las que existe más de un organismo, como en 
plantas infectadas o muestras de suelo. El empleo de anticuerpos policlonales permitió desarrollar 
kits para la detección, utilizando formatos basados en Ensayo por Inmnoabsorción Ligado a 
Enzimas (ELISA), que posteriormente fueron producidos comercialmente. Sin embargo, por no ser 
específicos para las distintas especies de Phytophthora spp., su utilidad ha sido limitada (Hardham, 
2005). Actualmente, se han diseñado y descrito iniciadores específicos para amplificar y secuenciar 
varios segmentos del rDNA mitocondrial y nucleico de hongos, abriendo la posibilidad de realizar 
estudios filogenéticos utilizando estos genes. La variación de la secuencia en esta región produce 
polimorfismos que pueden usarse para objetivos taxonómicos. Las comparaciones basadas en estas 
secuencias (ITS1 e ITS2), presentes en las regiones espaciadoras de los ARN ribosómicos y el 
diseño de iniciadores (primers) para la amplificación mediante PCR de las regiones ITS ha 
demostrado ampliamente su utilidad como herramienta de identificación y detección, (Pallás V. et 
al., 2008). 
 
2.2.2 Marcadores Moleculares 
 
El empleo de técnicas moleculares se inició con el descubrimiento de marcadores isoenzimáticos, 
posteriormente con la llegada de las técnicas de biología molecular surgieron diversos métodos de 
detección de polimorfismo genético directamente a nivel de ADN. La utilización de enzimas de 
restricción y luego el proceso de amplificación PCR, más las técnicas de secuenciación y clonación 
han posibilitado obtener una gran cantidad de información sobre la estructura de genomas, 




En la década de los sesenta, los marcadores utilizados en estudios de genética eran aquellos 
controlados por genes asociados a caracteres morfológicos, en general fenotipos de fácil 
identificación visual, (Ferreira, M.E.; Grattaplagia, D. 1998). Sin embargo, el desarrollo de técnicas 
moleculares en los últimos años permite conocer la información genética que los organismos 
portan. Los marcadores moleculares funcionan como señaladores de diferentes regiones del 
genoma y permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) en la secuencia del ADN entre dos 
individuos, modifiquen éstas o no su fenotipo, (Picca, et al. 2000). 
 
2.2.2.1 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
 
Kary Mullis en el año de 1985, fue quién concibió la tecnología de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR), la cual ha revolucionado los estudios en biología molecular, con enormes 
aportes científicos para comprender procesos biológicos fundamentales. La facilidad, rapidez, 
versatilidad y sensibilidad de la PCR, la hace eficaz para estudios genéticos moleculares que 
incluyen gran número de individuos de cualquier organismo vivo, (Ferreira, M.E.; Grattaplagia, D. 
1998). 
  
La PCR permite la amplificación selectiva de un fragmento de un genoma complejo mediante una 
reacción enzimática in vitro. La obtención de marcadores por esta técnica, independientemente de 
si se conoce o no la secuencia de ADN, se basa en la propiedad de la enzima ADN polimerasa de 
sintetizar ADN in vitro una réplica de una secuencia blanco, utilizando secuencias de nucleótidos 
(primers o cebadores) que son complementarias a las regiones flanqueadas al ADN que se va 
sintetizar o replicar. En algunos casos, el uso adicional de enzimas de restricción, permite distinguir 
variabilidad a nivel de las secuencias amplificadas o los productos PCR, técnica conocida como 
PCR – RFLP (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restricción), (Pallás, et al., 
2008). 
 
La reacción de amplificación consiste en la repetición de un ciclo integrado por tres etapas (Perera 
et al., 2002): 
Desnaturalización del ADN molde: mediante la elevación de la temperatura, con el fin de permitir 
la subsiguiente unión de los fragmentos cebadores. 
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Hibridación de cebadores: reduciendo la temperatura, se induce la unión de cebadores a las zonas 
complementarias del ADN desnaturalizado. Cada cebador, es un oligonucleótido monocatenario de 
secuencia idéntica a una corta región de cada una de las dos hebras, localizadas en las posiciones 
extremas de la región que se quiere amplificar. Tras la unión de cada cebador a su secuencia 
complementaria, se forma una estructura monocatenaria. 
 
Elongación: llevando la disolución a una temperatura adecuada y en presencia de un gran exceso 
molar de los cuatro dNTPs, la polimerasa elonga el sustrato cebado. En los primeros ciclos se 
sintetizan largas moléculas, pero en repeticiones posteriores, la elongación aparecerá fijada por el 
segundo cebador.  
 
Una vez que la cantidad de ADN de la secuencia se duplica en cada ciclo, la amplificación se 
incrementa geométricamente; de manera que, después de unos 20 ciclos se produce más de un 
millón de veces la cantidad inicial. Esto permite iniciar con pequeñas cantidades de ADN 
(picogramos o nanogramos) y terminar la reacción con grandes cantidades de ADN de la secuencia 
específica de interés, (Ferreira, M.E.; Grattaplagia, D. 1998). La aplicación de esta técnica al 
diagnóstico de enfermedades en plantas se ha centrado en organismos que no son fácilmente 
detectados por otros métodos o en aquellos casos en que la obtención de resultados es lenta o poco 
confiable. Entre las ventajas que presenta esta técnica se destacan su sensibilidad (100 a 1000 veces 
más sensible que ELISA), la rapidez en la obtención de resultados y el potencial para detectar 
varios patógenos simultáneamente. La posibilidad de utilizar varios partidores en una reacción de 
PCR que den origen a productos amplificados de diferentes tamaños, abre la posibilidad de detectar 
varios patógenos en una misma reacción de detección. La reacción en cadena de la polimerasa, 
puede ser utilizada para detectar diminutas cantidades de ADN de un fitopatógeno que esté 
presente en el suelo o tejido. Los productos de la PCR son analizados usualmente por medio de una 
electroforesis, para así determinar si el ADN blanco fue amplificado, (Rosales, 2002). 
 
 
2.2.2.2 Espaciadores Transcritos Internos (ITS) 
 
Los genes del (rDNA) en los organismos eucariotes, usualmente existen como elementos en 
bloques repetidos. Cada unidad repetida se compone de secuencias altamente conservadas de una 
longitud cercana a 6Kb, que contiene además una pequeña región espaciadora, altamente 
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polimórfica (ITS) utilizada para estudios filogenéticos y taxonómicos. Los módulos repetidos de 
rDNA pueden ocurrir en uno o varios cromosomas y el número de copias varían de acuerdo al 
genoma. La ocurrencia de estas múltiples copias de rDNA abre la posibilidad de mayores regiones 
polimórficas intraindividuales, (Avise, 1994).  
 
Los genes que codifican el ARNr están organizados en secuencias repetidas en tándem. Cada una 
de estas repeticiones, está a su vez compuesta por regiones muy conservadas (las que codifican 
para los ARNr 18S, 28S y 5,8S), separadas por dos fragmentos transcritos de menor tamaño y 
mucho más variables, denominados espaciadores transcritos internos (ITS1 entre los ARNr 5,8S y 
el 18S e ITS2 entre 5,8S y 28S). Cada repetición está separada por una zona denominada transcrito 
externo (ETS) y por un espacio intergenérico (IGS), (Pallás et al., 2008). 
 
2.2.2.3 Técnica PCR – RFLPs. 
 
Para distinguir cepas o diferencias entre especies, un único patrón de RFLP puede ser usado como 
un fingerprintng o huella genética. Diferencias de cepas y especies se han correlacionado con 
ADNr RFLPs, (Bruns et al., 1991). 
La coexistencia de más de una variante en la constitución genética de una población se denomina 
polimorfismo genético. Algunos polimorfismos pueden detectarse mediante un análisis de 
fragmentos de restricción, (Perera et al., 2002). El polimorfismo que es evidenciado por la 
fragmentación del ADN mediante enzimas de restricción, se basa en que el polimorfismo del ADN 
de individuos genéticamente distintos, difiere en la secuencia de nucletótidos a lo largo de la 
cadena. Al ser sometido a una digestión con una enzima de restricción, el ADN de individuos 
genéticamente distintos genera fragmentos de diferentes tamaños. Esta técnica tiene por objeto 
detectar las diferencias en la secuencia del ADN de diferentes individuos, (Ferreira, M.E.; 
Grattaplagia, D. 1998). 
Las diferencias en la secuencia de ADN de los fragmentos de tamaños distintos son separados a 
través de electroforesis en geles, generalmente de agarosa, (Ferreira, M.E.; Grattaplagia, D. 1998). 
El uso de varias y diferentes enzimas de restricción puede generar mayor oportunidad de encontrar 





2.2.2.4 Enzimas de Restricción 
 
 
Las enzimas de restricción son enzimas que cortan a nivel de la cadena de ADN en secuencias 
específicas, definidas de cuatro a ocho pares de bases o nucleótidos. La función natural de las 
enzimas de restricción es la de proteger a las bacterias de ADN extraño, como de virosis o fagos, 
que utilizan la maquinaria bacteriana para multiplicarse. El ADN bacteriano se protege con sus 
propias enzimas de restricción, a través de la metilación de la secuencia conocida por la enzima, 
evitando así que ocurra auto división, el ADN extraño por no tener metilación es cortado, (Ferreira, 
M.E.; Grattaplagia, D. 1998). 
 
Existen fundamentalmente tres tipos de sistemas de restricción modificación (R-M), los de tipo II 
son los únicos cuya nucleasa corta el ADN por el sitio de reconocimiento, lo que permite predecir 
su acción sobre una secuencia conocida, (Perera et al., 2002). 
 
2.2.2.5  Electroforesis y Análisis de fragmentos de restricción 
 
 
La electroforesis es la técnica utilizada para el análisis de los tamaños de los fragmentos de 
restricción. Es una técnica de separación, la cual se basa en el movimiento o migración de las 
moléculas disueltas en un determinado medio (solución tampón de electroforesis), a través de una 
matriz o soporte reticulado y como resultado de la acción de un campo eléctrico. El 
comportamiento de una molécula en estas circunstancias viene definido por su movilidad 
electroforética, que depende de la carga y el tamaño de la molécula, (Perera et al., 2002). La 
separación de moléculas (proteínas, isoenzimas, ácidos nucleicos) se realiza a través de una matriz 
tamponada (almidón, agarosa, acrilamida), (Ferreira, M.E.; Grattaplagia, D. 1998). 
La visualización de los fragmentos de ADN separados por electroforesis puede hacerse por 







3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1  Ubicación del Área de Estudio 
  
La presente investigación se realizó en el Instituto Nacional Autónomo de Investigaciones 
Agropecuarias (INIAP), Estación Experimental Santa Catalina (ESSC), en los Laboratorios de 
Biología Molecular del Departamento Nacional de Biotecnología (DNB). Se tuvo además la 
colaboración del Programa de Fruticultura y el Dpto. Protección Vegetal del mismo Instituto. 
 
3.1.1 Localización geográfica 
 






Latitud 00°22´00´´ Sur 
Longitud 79° 33´013´´ Oeste 
Altitud 3058 msnm 
 
 
3.2  Materiales, Reactivos y Equipos  
 
3.2.1 Materiales  
 
• Agitadores magnéticos  
• Bisturí  
• Cajas Petri 
• Erlenmeyer 
• Guantes quirúrgicos 
• Matraces 
• MicroPipetas 
• Papel parafilm 
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• Papel filtro 
• Papel absorbente 
• Placas de vidrio 
• Pinzas 
• Puntas 200 y 1000 µl 
• Tubos eppendorf 
 
3.2.2 Reactivos  
 
3.2.2.1 Inoculación y Conservación 
• Agar  
• Agua destilada y esterilizada 
• Azúcar 
• Centeno en granos 




• Rifampicina(20 mg/litro) 
• Polimixina B sulfato (50 mg/litro) 
• Amplicilina(200 mg/litro) 
• PCNB (67 mg/litro) 
• Benlate(100 mg/litro) 
 
3.2.2.3 Extracción de ADN 
 
• Cloroformo  
• Fenol 
• ß-mercaptoetanol 
• Etanol 70% 
• EDTA  
• Isopropanol 





3.2.2.4 Buffer de extracción 
 
• 200 mmolTris HCL pH 8.5 
• 250 mmolNaCl 
• 25 mmol EDTA 




• Agua destilada  
• Blue-juice 
• Bromuro de Etidio 
• Low Mass Leadder 100 bp Invitrogen 
• TAE 1x 
 
 
3.2.2.6 Técnica molecular PCR-RFLP 
 
• BufferGottagColoressPromega 5X 
• dNTPs 
• Primers (Tabla 1) 
• GoTaq DNA Polimerasa Promega 
• ADN Phytophthoraspp. 
• Aceite mineral 
• Agua ultra pura estéril 
• Agarosa 
• Enzima de restricción MspI Invitrogen 10 U/µl 
• Enzima de restricción RsaI Invitrogen 10 U/µl 








• Balanza analítica  
• Cámaras electroforéticas  
• Baño maría  
• Bomba al vacío 
• Cámara de flujo laminar  
• Centrífuga  










3.3  Metodología  
 
La investigación se realizó en dos fases, la primera fue una etapa de campo, para la toma de 
muestras en dos zonas productoras de aguacate del Ecuador: Tungurahua y Pichincha. La segunda 
etapa en laboratorio, que incluyó los siguientes pasos: aislamiento, purificación y conservación del 
patógeno, extracción y cuantificación del ADN, amplificación del marcador ITS y aplicación de la 
PCR – RFLP identificación a nivel de especie, estos dos últimos pasos basados en el trabajo 
realizado por Drenth et al. (2006). 
 
3.3.1 Fase de Campo 
 
La toma de muestras se realizó en las provincias de Tungurahua y Pichincha, consideradas como 
dos de las principales zonas productoras de aguacate en el país. Se contó con la colaboración del 
Programa de Fruticultura del INIAP. 
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Las muestras se tomaron de raíces de árboles de aguacate ubicados en fincas y huertos de pequeños 
productores, de aproximadamente 2 hectáreas de extensión, cuyos cultivos presentaban 
sintomatología de la presencia de pudrición radicular (Figura 4). 
Para cada localidad muestreada se tomaron los datos pasaporte, mismos que se muestran en la 
Cuadro (2) datos geográficos y datos del propietario del predio. La primera colecta se realizó en 
Píllaro y Patate (Tungurahua), con un total de 23 muestras, la segunda colecta se realizó en la 
parroquia de Puéllaro con un total de 12 muestras y 2 muestras se obtuvieron de la Granja 
Experimental Tumbaco (Pichincha) obteniéndose un total de 40 muestras. 
 
Cuadro 2.- Muestras de raíces tomadas en zonas productoras de aguacate en Pichincha y 
Tungurahua para el presente estudio, Abril 2009. 
Número Muestra  Provincia Cantón Sector msnm Propietario 
1 PC-1 Pichincha Tumbaco  La Granja  2460 Fruticultura 
2 PC-2 Pichincha Tumbaco  La Granja  2460 Fruticultura 
3 PC-3 Tungurahua Píllaro Cuzatagua 2390 SN 
4 PC-4 Tungurahua Píllaro Cuzatagua 2390 SN 
5 PC-5 Tungurahua Píllaro Cuzatagua 2390 SN 
6 PC-6 Tungurahua Píllaro Cuzatagua 2390 SN 
7 PC-7 Tungurahua Píllaro Cuzatagua 2390 SN 
8 PC-8 Tungurahua Patate Los Andes 2340 Carlos Cujano 
9 PC-9 Tungurahua Patate Los Andes 2340 Carlos Cujano 
10 PC-10 Tungurahua Patate Los Andes 2340 Carlos Cujano 
11 PC-11 Tungurahua Patate Los Andes 2270 Digna Velasco 
12 PC-12 Tungurahua Patate Los Andes 2270 Digna Velasco 
13 PC-13 Tungurahua Patate Los Andes 2270 Digna Velasco 
14 PC-14 Tungurahua Patate Los Andes 2270 Digna Velasco 
15 PC-15 Tungurahua Patate Los Andes 2270 Digna Velasco 
16 PC-16 Tungurahua Patate Los Andes 2270 Digna Velasco 
17 PC-17 Tungurahua Patate Los Andes 2270 Digna Velasco 
18 PC-18 Tungurahua Patate Los Andes 2230 Pedro Cujano 
19 PC-19 Tungurahua Patate Los Andes 2230 Pedro Cujano 
20 PC-20 Tungurahua Patate Los Andes 2230 Pedro Cujano 
21 PC-21 Tungurahua Patate Los Andes 2030 Leonidas Guato 
22 PC-22 Tungurahua Patate Los Andes 2030 Leonidas Guato 
23 PC-23 Tungurahua Patate Los Andes 2030 Leonidas Guato 
24 PC-24 Tungurahua Patate Los Andes 2030 Leonidas Guato 
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25 PC-25 Tungurahua Patate Chilipata 2000 Polo Vasco 
26 PC-26 Pichincha Patate Chilipata 2000 Polo Vasco 
27 PC-27 Pichincha Patate Chilipata 2000 Polo Vasco 
28 PC-28 Pichincha Puéllaro Alchipinchi 1780 A. Masebanda 
29 PC-29 Pichincha Puéllaro El Llano  2082 Rubén Cárdenas 
30 PC-30 Pichincha Puéllaro La Ciénega 2153 Germán Rodríguez 
31 PC-31 Pichincha Puéllaro El Reventón 1030  Mario Cumbal 
32 PC-32 Pichincha Puéllaro San Fernando 2411 Estela Campaña 
33 PC-33 Pichincha Puéllaro Alchipinchi 2027 Ramón Narváez 
34 PC-34 Pichincha Puéllaro La Ciénega  2153 Melchor Rodríguez 
35 PC-35 Pichincha Puéllaro Alchipinchi 1857 Fausto Viera 
36 PC-36 Pichincha Puéllaro El Llano 2429 Efraín Pavón 
37 PC-37 Pichincha Puéllaro San Fernando 2384 Pedro Granda 
38 PC-38 Pichincha Puéllaro El Llano  2082 RubénCárdenas 
39 PC-39 Pichincha Puéllaro San Fernando 2412 Laura Granda 
40 PC-40 Pichincha Puéllaro El Artesón 2050 Julio Masabenda 
(SN: Sin disponibilidad de nombre de propietario) 
 
Las raíces y suelo se tomaron de árboles que presentaban presencia de la enfermedad (Figura 4). La 
muestra fue tomada de la zona próxima a las raíces, a una profundidad de 10 a 20 cm y de 
aproximadamente un kilogramo de peso. Las muestras fueron etiquetadas; se colocaron en fundas 




Fotografía 1.-  Sitio de colecta, zona de Puéllaro, Abril 2009, (A) Marchitamiento de frutos y 
hojas. (B) Árbol con sintomatología de Pudrición radicular. 
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Se consideró a cada árbol con sintomatología de pudrición radicular como una unidad 
experimental, es decir se tomó una sola muestra por cada árbol de aguacate afectado. 
 
3.3.2 Fase de Laboratorio 
 
3.3.2.1 Aislamiento y purificación del patógeno 
 
El aislamiento del patógeno, se realizó en los laboratorios del Departamento de Protección Vegetal 
de la EESC del INIAP. Se contó además con el apoyo del Centro Internacional de la Papa (CIP) 
para la purificación del patógeno.  
 
En el proceso de aislamiento del patógeno, se probaron varias metodologías, como el empleo de 
cultivos trampa, donde se utiliza frutos de aguacate sumergidos en suelo contaminado o el empleo 
de frutos de papaya con orificios donde se coloca suelo contaminado con el patógeno y se realizó 
además el aislamiento a partir de muestras de suelo, (Falconí, 1998); sin embargo, ninguna de estas 
presentó buenos resultados, ya que  no se lograron obtener aislados de este patógeno. 
 
El método mediante el cual se pudo aislar al patógeno es a partir de tejido enfermo; las raíces con 
presencia de la enfermedad fueron cortadas en pedazos de dos centímetros y se lavaron con agua 
potable para eliminar desechos. Posteriormente se desinfectaron con una solución de hipoclorito de 
sodio al 1 %, por un minuto seguidos de tres lavados con agua destilada esterilizada, (Agrios, 
2004). Los tejidos se colocaron en cajas petri conteniendo 20 ml medio de cultivo Agar - Centeno; 
cada litro de medio de cultivo contenía los siguientes antibióticos: Rifampicina 20 mg/litro, 
Polimixina B sulfato 50 mg/litro, Ampicilina 200 mg/litro, y los fungicidas PCNB 67 mg/litro y 
Benlate 100 mg/litro. Luego, las cajas fueron llevadas a incubación a una temperatura de 27 ° C., 







3.3.2.2 Identificación Morfológica del Patógeno 
 
La identificación se realizó mediante la observación bajo el microscopio de las clamidosporas de 
dos especies Pythium y Phytophthora  spp. No se pudo realizar la identificación morfológica del 
patógeno, pero si se logró observar el complejo Phytophthora – Pythium. (Fotografía 2). 
Los aislados se caracterizaban por ser una colonia compacta, con abundantes hifas, densas, largas y 
coraloides, borde no definido, micelio no tabicado y muy ramificado, pero no presentaban emisión 
de anteridio, formación de oogonios y emisión de oosporas. Las colonias que mostraron estas 
características, fueron transferidas a nuevas cajas con medio Agar – Centeno (subcultivos). 
Posteriormente, los cultivos fueron replicados en medio Alverja (Anexo 3) sin antibióticos, (CIP, 
1991). 
 
Fotografía 2.- Aislamiento PC – 38 (A) Cultivo de ocho días de crecimiento Phytophthora – 
Pythium.  (B) Clamidosporas de Phytophthora – Pythium, fotografía tomada bajo el 
microscopio 40X. 
 
3.3.2.3 Conservación del Patógeno 
 
Para la conservación del patógeno, se colocó una porción de micelio (subcultivos) de cada 
aislamiento en medio de cultivo líquido Alverja por un lapso de siete días. Se tomó el micelio del 
medio de cultivo, utilizando un embudo Buncher conectado a una bomba de vacío se procedió a 
secar el micelio eliminando los residuos de medio líquido. Posteriormente se colocó en tubos 
eppendorf estériles. Luego se taparon con parafilm para ser liofilizado. Al cabo de 48 horas las 




3.3.2.4 Extracción y cuantificación del ADN 
 
Se realizaron diferentes pruebas con varios protocolos de extracción de ADN; sin embargo, el que 
mejores resultados presentó fue el Protocolo de Extracción Colombo 1998 CTAB 1X, (Morillo, E; 
Miño, G,. 2011) descrito en el anexo 4, método con el cuál se obtuvo ADN.  
Para el procesamiento de muestras se trituró el micelio liofilizado en un tubo eppendorf, con la 
ayuda de un pistilo estéril, y se siguió el protocolo indicado en Morillo, E; Miño, G. (2011). La 
cuantificación  del ADN extraído se realizó en gel de agarosa, conforme lo indicado en esta 
publicación (Anexo 5). 
Para confirmar los valores obtenidos con la cuantificación mediante electroforesis en geles de 
agarosa 1%, se realizó la cuantificación del ADN utilizando el Qubit Fluorometer (Kit Qubit 
Quant-iT™ dsDNA BR Assay de Invitrogen). 
 
3.3.2.5 Amplificación del ADN extraído 
 
Se realizaron pruebas de amplificación del ADN extraído usando primers RAPDs. Se utilizó el 
primer OPERON OPAA – 18 (5’ACGGGACTCT3’) sugerido por el Departamento Nacional de 
Biotecnología, (2009). Se usó un coctel de reacción, cuyo volumen  total, fue de 8.75 µl, que 
contenía, 1.6 µl de ADN diluido a 5ng/µl, 2.22 µl de Buffer Gotag Coloress Promega 5X, 0.88 µl 
dNTPs Invitrogen 5 mM, 0.13 µl de GoTaq Polimerasa Promega 5U/µl, 0.44 primer OP – OPPA 
18, 1.85 µl de agua ultra pura (Cuadro 3). Las reacciones PCR fueron cubiertas con 0.6 µl de aceite 
mineral y llevadas al Termociclador PTC 100 Professional Basic Gradient.  
 
Las condiciones de amplificación consistieron en una incubación inicial a 94ºC (2 min) para 
desnaturalizar, seguida de 40 ciclos de 94ºC (30 s), 60ºC (30 s), 72ºC (1 min) y una extensión final 











Cuadro 3.- Coctel de Amplificación RAPDs. 
 
Coctel de Amplificación  VOLUMEN f 
BUFFER Gottag Coloress 
Promega 5X 2.22 
 
µl 
dNTPs 5mM 0.88 µl 
PRIMER  Operon  OPAA 18 0.44 µl 
GoTaq DNA Polimerasa 
Promega 0.13 
µl 
H2O 1.85 µl 
VOLUMEN 7.12 µl 
ADN 1.6 µl 
V. TOTAL 8.72 µl 
Fuente: Departamento Nacional de Biotecnología, 2009 
 
 
Las muestras fueron llevadas para su amplificación al termociclador PTC 100 y se utilizó el 
siguiente programa de amplificación: 
 
Cuadro 4.- Programa de amplificación RAPDs 
  Temperatura/ºC Tiempo 
 94 5 min 
   
 94 30 seg 
40 Ciclos 42 1 min 
 72 1 min 
   
 72 7 min 
  4 5 min 







3.3.2.6 Amplificación de la región ITS 
 
Se utilizó la metodología reportada por Drenth et al., (2006). Esta metodología que inicialmente 
describe niveles de diversidad genética presente entre las especies del género Phytophthora spp., 
posteriormente selecciona aislados representativos de cada especie de importancia económica, 
luego con la información de la secuencia de ADNr, se diseña y sintetiza primers específicos para 
cada una de las especies. Los primers o cebadores determinan las combinaciones óptimas para la 
amplificación eficaz del ADNr.  
 
Basándose en este trabajo, mediante el uso de primers género - específico para Phytophthora spp. 
A2 (forward) I2 (reverse) (Cuadro 5), se utilizó el coctel de reacción el volumen total de reacción, 
fue de 25 µl, que contenía, 1 µl de ADN a una concentración de 50 ng/µl, 5 µl de Buffer Gotag 
Coloress Promega 5X, dNTPs Invitrogen 10 mM 1.26 µl de primer F+R Invitrogen 20 mM, 2.5 µl 
de GoTaq Polimerasa Promega 5 U/ul, 14.75 µl de agua ultra pura,  Cuadro (6). Las reacciones 
PCR fueron cubiertas con 0,6 µl de aceite mineral y llevadas al Termociclador Biometra T 
Professional Basic Gradient. Las condiciones de amplificación consistieron en una incubación 
inicial a 94 ºC (2 min) para desnaturalizar, seguida de 40 ciclos de 94 ºC (30 s), 60 ºC (30 s), 72 ºC 
(1 min) y una extensión final a 72 ºC (10 min), (Cuadro 7). 
 
Cuadro 5.- Secuencia Oligonucleótida de los Primers específicos para Phytophthora spp., (Drenth 
et al., 2006). 
PRIMER SECUENCIA OLIGONUCLETÓTIDA (5´- 3´) 
A2- Forward ACTTTCCACGTGAACCGTTTCAA 










Cuadro 6.-  Coctel de Amplificación de ADN de Phytophthora spp. 
 
Coctel de Amplificación  VOLUMEN f 
BUFFER Gottag Coloress 
Promega 5X 
5.00 µl 
dNTPs 0.50 µl 
PRIMER  1 0.63 µl 
PRIMER  2 0.63 µl 
GoTaq DNA Polimerasa 
Promega 
2.50 µl 
H2O 14.75 µl 
VOLUMEN 24.00 µl 
ADN 1.00 µl 
V. TOTAL 25.00 µl 
Fuente: Departamento Nacional de Biotecnología, 2009 
 
Las muestras fueron llevadas para su amplificación al Termociclador Biometra T Professional 
Basic Gradient y se utilizó el siguiente programa de amplificación: 
 
Cuadro 7.- Programa de Amplificación ITS 
  Temperatura Tiempo 
 94 5 min 
   
 94 30 seg 
35 Ciclos 66 30 seg 
 72 1 min 
   
 72 10 min 
  10 10 min 




Los productos PCR, se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %, teñidos con 
bromuro de etidio y con tampón TAE 1X, comparándolo con el marcador de peso molecular Low 
Mass Leadder 100 bp Invitrogen, para cargar en pocillos del gel, el ADN se mezcló con Blue Juice 
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en proporción 4:1, respectivamente, para dar peso y color a la muestra. Se dejó correr la 
electroforesis, durante 30 minutos, a 100 voltios y finalmente se visualizaron las bandas, utilizando 
el Fotodocumentador UV Dolphin View. 
 
Para la amplificación PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) de las regiones ITS, se 
estandarizó la concentración de ADN de todas las muestras a 50 ng de ADN/µl. 
 
3.3.2.7 Digestión del Producto ITS 
 
Para obtener un diagnóstico basado en patrones de restricción, el producto amplificado PCR con 
los primers indicados anteriormente (A1 - I2),  se digirió con tres diferentes enzimas de restricción. 
Se utilizó el siguiente cóctel de reacción para un volumen final de reacción de 10 µl, que contenía 5 
µl de producto amplificado PCR 1 µl de enzima Taq I Invitrogen 10U/µl, y 1 µl de Buffer Gotag 
Coloress Promega 5X, 3 µl de agua ultrapura (Cuadro 8). El producto amplificado es sometido a 
una incubación a 65 ° C por 30 min, Drenth et al., (2006). Las muestras son cubiertas con 0.6 µl de 
aceite mineral y llevadas al Termociclador Biometra T Professional Basic Gradient.  
 
 
Cuadro 8.- Coctel de  Digestión del producto amplificado de ADN de Phytophthora spp. 
 
 
Coctel de Reacción 
VOLUMEN 
FINAL 
Producto PCR Amplificado 5 µl 
H2O 3 µl 
Taq I Invitrogen 10U/ul 0.1 µl 
BUFFER Gottag Coloress Promega 5X 1.9 µl 
Total 10 µl 




Los productos digeridos, se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 %, teñidos 
con bromuro de etidio y con tampón TAE 1X, comparándolo con el marcador de peso molecular 
Low Mass Leadder 100 bp Invitrogen, para cargar en pocillos del gel, el ADN se mezcló con Blue 
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Juice en proporción 5:1, respectivamente, para dar peso y color a la muestra. Se dejó correr la 
electroforesis, durante 90 minutos, a 100 voltios y finalmente se visualizaron las bandas, en el 
fotodocumentador UV Dolphin View.  
El producto amplificado obtenido fue purificado utilizando el kit Purelink PCR purification (Cat. 
K3100-01, Invitrogen), para ser sometido a la digestión con enzimas de digestión. 
 
3.3.2.8 Identificación genética de la especie 
 
Para la identificación genética de la especie por su patrón de digestión, los patrones obtenidos 
fueron ordenados según el número de fragmentos visiblemente obtenidos con la enzima de 
restricción, para formar una clave de identificación, (Drenth et al., 2006) 
 
Para distinguir entre especies del genero Phytophthora  spp., se realizó una digestión con enzimas 
de restricción. Los patrones digeridos con la enzima de restricción Taq I de Invitrogen 10 mM, en 
la especie utilizada como control (P. infestans) fueron de 285 y 253 pb, mientras que  Drenth et al., 
(2006) reporta tamaños de banda de 283, 243, 155, 59 y 57 pb para la misma especie. Los tamaños 
de banda calculados para el patógeno (P. cinnnamomi) fueron de 197pb y 168pb; mientras que, 
Drenth et al., (2006) reporta tamaños de banda de 194, 181, 150, 90 74, 60, 59 12, y 7 pb, de igual 
forma para la misma especie. 
 
3.3.2.19 Análisis de Datos 
 
Para la estimación del peso molecular de los fragmentos de restricción se utilizó la aplicación 
LENGTH, que calcula los tamaños de las bandas obtenidas luego de la restricción con la enzima 








4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Se logró identificar molecularmente a Phytophthora cinnamomi, causante de la “Pudrición 
radicular” en el cultivo de aguacate, basándose en el trabajo realizado por Drenth et al. (2006). 
 
4.1 Aislamiento del patógeno 
 
De un total de cuarenta muestras obtenidas en las localidades reportadas en el Cuadro 2, se 
lograron obtener aislados solamente de 10 muestras de raíces de árboles de aguacate, debido a la 
dificultad en el proceso de aislamiento de Phytophthora spp.  No se pudo realizar la identificación 
morfológica del patógeno, pero si se logró determinar la presencia del complejo Phytophthora – 
Pythium (Fotografía 2). Estos aislamientos se obtuvieron de árboles de la Granja Tumbaco del 
INIAP, Patate, Píllaro y Puéllaro (Cuadro 9). 
 
Cuadro 9.- Aislamientos analizados para la identificación molecular de P. cinnamomi, de muestras 
obtenidas de dos provincias del Ecuador; Pichincha y Tungurahua, 2010. 
 
 
COMPLEJO  MUESTRA  LOCALIDAD ALTITUD 
Phytophthora y Pythium PC – 1 Tumbaco 2460 
Phytophthora y Pythium PC – 2 Tumbaco 2460 
Phytophthora y Pythium PC – 7 Píllaro 2390 
Phytophthora y Pythium PC – 9 Patate 2340 
Phytophthora y Pythium PC – 15 Patate 2270 
Phytophthora y Pythium PC – 18 Patate 2230 
Phytophthora y Pythium PC – 29 Puéllaro 2082 
Phytophthora y Pythium PC – 33 Puéllaro 2027 
Phytophthora y Pythium PC – 35 Puéllaro 1857 







Los aislamientos cultivados en medio Agar – Centeno (Fotografía 3) fueron identificados a través 
de las siguientes características morfológicas: micelio blanquecino de crecimiento irregular, hifas 





Fotografía 3.- Aislamiento de  ocho días de crecimiento (A) PC - 38 Phytophthora – Pythium, en  
medio Czapec Dox. 
 
 
Fotografía 4.-  Aislamiento PC – 38 (A) Medio Czapec Dox, clamidosporas complejo 








Además, se determinó la presencia de Fusarium spp., en dos muestras de raíces de aguacate. Se 






Fotografía 5.-  Aislamiento F – 29 (A) Medio PDA. 
 
El aislamiento de patógenos a partir de tejido vegetal enfermo que se encuentre en contacto con el 
suelo, presentan daños ocasionados por numerosos organismos saprófitos que invaden al tejido 
después de que ha sido destruido por el patógeno, (Agrios, 2004). El aislamiento de las especies de 
Phytophthora spp. a partir del suelo infectado es bastante difícil, debido fundamentalmente a la 
interferencia que ejercen otros patógenos de crecimiento más acelerado, como es el caso de las 
especies del género Pythium spp., (Echemendía, 2005). Pythium spp., es incapaz de atacar a las 
raíces de aguacate, aunque este patógeno se encuentre con frecuencia en los cultivos, crece en 
raíces debilitadas o muertas o en aquellas atacadas por P. cinnamomi, (Wager, 1942).  
 
 
En consecuencia de 25 muestras tomadas en la zona de Píllaro y Patate, solamente se obtuvieron 
aislados de cuatro muestras; de la zona de Puéllaro de un total de 13 muestras, se obtuvieron cuatro 
aislados. Se confirma la dificultad de aislar Phytophthora a partir de muestras de suelo y raíces de 









4.2 Extracción del ADN 
 
Se obtuvo ADN de buena calidad de los aislamientos P1 (control), PC – 1, PC – 2, PC – 9, PC – 
15, PC – 18, PC – 29, PC – 33, PC – 35, PC – 38, empleando el protocolo indicado (Anexo 2). La 






Fotografía 6.-  Cuantificación de ADN en gel de agarosa al 1%; 1: Marcador 100 bp, 2: 
















4.3 Validación del ADN 
 
La amplificación de marcadores RAPDs determinó la capacidad de amplificación del ADN de ocho 





Fotografía 7.- Amplificación con RAPDs; 1: Marcador 100 bp, 2: P1, 3: PC – 33, 4: PC – 33, 5: 
PC -29, 6: PC – 35, 7: PC – 38, 8: PC – 29, 9: PC – 9, 10: PC – 38, 11: PC – 2, 12: PC – 
18, 13: PC – 18, 14: Control Negativo. 
 
 
4.4 Identificación Molecular 
 
Con las ocho soluciones de ADN indicadas en el Cuadro 10, se realizó el procedimiento de 












4.4.1 Amplificación de la región ITS 
 
Los primers utilizados amplificaron un fragmento de 800 pb de acuerdo a lo reportado por Drenth 
et. al. (2006) para Phytophthora spp. La reacción de amplificación fue buena y no se observaron 
fragmentos en el control negativo empleado (ausencia de ADN).  
 
 
Para el ADN de P. infestans, utilizado como control positivo se obtuvo igualmente un amplicon de 
la misma talla, así como en el ADN de cuatro aislamientos (PC – 1, PC- 15, PC – 29 y PC – 38) de 
los ocho probados (Fotografía 8). Se identificó la presencia de Phytophthora spp. en cuatro de los 
ocho aislamientos, los cuatro restantes  pertenecen al género Pythium spp., en concordancia con la 
identificación morfológica ya que en estas muestras no se obtuvo amplificación del marcador  ITS, 







Fotografía 8.- Amplicones ITS obtenidos a partir de ADN de aislados de Phytophthora y 
Pythium; Marcador 100bp, 1: P1 (Phytophthora infestans), 2: PC-1, 3: PC-2, 4: PC-7, 










4.4.2 Identificación P. cinnamomi 
 
La digestión con la enzima Taq I del amplicon ITS de 800 pb, para las cuatro muestras en que se 
obtuvo amplificación (PC -1, PC – 15, PC - 29, PC – 38), resultó en un patrón de restricción con 






Fotografía 9.- Patrones de digestión con la enzima Taq I; Marcador 100bp, 1: P.infestans, 2: PC-
1, 3: PC-15, 4: PC-29, PC-38, 6: Control Negativo. Las flechas de color indican los 
patrones 285 y 283 pb para P. infestans y 197 y 168 pb para P.cinnamomi. 
 
Con el ADN de P. infestans se obtuvieron fragmentos de 285 y 253 pb; mientras que Drenth et al., 
(2006) reporta tamaños de 283 y 243. Las diferencias son depreciables y pueden atribuirse al 
método de estimación de peso utilizado, que no es exacto. Para el resto de ADNs analizados, se 
obtuvieron fragmentos de 197 pb y 168 pb; mientras que  Drenth et al., (2006) reportan entre los 
tamaños de mayor peso, fragmentos de 194, 181 y 150, 90  que bien pueden corresponder a los 
obtenidos en este estudio, atribuyéndose las diferencias de peso, al posible error en el método de 





Cuadro 10.- Resultados de la amplificación de la región del ADNr del ITS y su restricción con la 
enzima Taq I. 
 
 
MUESTRA ORIGEN AMPLIFICACION PCR DIGESTION TAQ 
I 
P1 CIP 752-832bp 284 - 253pb 
PC – 1 Tumbaco 752-832bp 197-168pb 
PC – 15 Patate 752-832bp 197-168pb 
PC – 29 Puéllaro 752-832bp 197-168pb 
























1. Se identificó la presencia de Phytophthora cinnamomi, en muestras de raíces de tomadas de 
árboles de aguacate de las zonas de Puéllaro, Patate, y Tumbaco, mediante la técnica de 
identificación molecular PCR-RFLP para este patógeno. 
2. De 40 muestras de raíces tomadas de árboles con sintomatología de “Pudrición radicular” 
en dos zonas de producción (Pichincha y Tungurahua), se logró aislar el patógeno en 10 
muestras, de los cuales ocho fueron identificados molecularmente como Phytophthora spp. 
 
3. La digestión con la enzima de restricción Taq I, permitió identificar a P. cinnamomi en 
cuatro aislamientos, estableciendo la presencia de este patógeno como causante de la 




















1. Realizar la secuenciación de los fragmentos de ADN obtenidos para corroborar los 
resultados obtenidos en este estudio.  
 
2. Realizar un estudio sobre la causa de las pudriciones de raíz en aguacate, debido a que los 
resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que la sintomatología observada, 
estaría asociada con la presencia de otros patógenos del suelo, confirmando la importancia 
del uso de la tecnología de identificación molecular de patógenos.  
 






















La presente investigación describe el proceso de identificación molecular de Phytophthora 
cinnamomi, enfermedad reconocida como la más destructiva e importante del cultivo de aguacate, 
y que provoca grandes pérdidas económicas en la producción. El estudio se realizó en el Instituto 
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), Estación Experimental Santa Catalina, contó 
con la participación del Departamento Nacional de Biotecnología (DNB),  El Departamento 
Nacional de Protección Vegetal (DNPV), y del Programa Nacional de Fruticultura. La 
investigación se inició con la toma de muestras en árboles de aguacate con sintomatología de 
pudrición radicular, en dos zonas productoras del Ecuador, Pichincha y Tungurahua. A partir de 
fragmentos de raíces colocadas en medio de cultivo y posterior al crecimiento del micelio se 
obtuvieron 10 aislamientos, en los que se identificó la presencia del complejo Phytophthora - 
Pythium. La conservación de los aislamientos se realizó sometiéndolos a liofilización y 
refrigeración a una temperatura de cuatro grados centígrados. La técnica molecular de 
identificación PCR - RFLP se realizó mediante la amplificación de la región ITS del ADNr con el 
uso de primers A2 (forward) y I2 (reverse); la técnica evalúa ausencia o presencia de amplificación 
del ITS ribosomal (amplicon), posteriormente el amplicon es sometido a una digestión con enzimas 
de restricción y se observa ausencia o presencia de los patrones de digestión generados para cada 
aislamiento, proporcionando un número de fragmentos de diferente peso molecular para cada una 
de las especies, permitiendo identificar a nivel específico en función de los patrones de digestión, la 
especie a la cual pertenecen todos los aislados. Se obtuvo buena calidad de ADN de ocho de 10 
aislamientos, luego de la extracción y cuantificación,  para el análisis de marcadores ITS reportados  
Se obtuvo productos de amplificación en un rango de 752 a 832 pb, lo cual confirmó la presencia 
de Phytophthora  spp., en cuatro de los ocho aislamientos, al igual que para P. infestans, utilizado 
como control positivo con patrones de digeridos de 285 y 253 pb. La digestión del amplicon ITS 
obtenido con la enzima Taq I, permitió confirmar la presencia de Phytophthora cinnamomi como 
agente causal de la pudrición radicular en dos zonas de producción Pichincha y Tungurahua. Los 
resultados de este estudio permiten validar la técnica de identificación molecular de P. cinnamomi 
en cultivos de aguacate, y contribuyen a la innovación tecnológica para la detección de esta 
enfermedad en los laboratorios de INIAP.  
 









This research shows the process of molecular identification of Phytophthora cinnamomi disease 
recognized as the most destructive and important avocado crop. The study was carried out in the 
Agricultural Research National Institute (INIAP), Santa Catalina Experimental Station, in 
collaboration with Biotechnology and Plant Protection Departments (DNPV), and Fruitculture 
National Programme. It began with the sampling of avocado roots showing root rot symtomatology 
in two growing areas of Ecuador, Pichincha and Tungurahua. Ten isolates were obtained from the 
root samples, in most of the cases they showed the presence of Phytophthora spp. and Pythium spp. 
as a complex, the conservation of isolates was carried out by lyophilization. The molecular 
identification technique PCR-RFLP was performed by amplification of the internal transcriber 
spacer markers (ITS) region of rDNA, and using the primers A2 (forward) and I2 (reverse), is 
evaluated by presence or absence of amplification ribosomal ITS (amplicon). The amplicon 
resulting after  PCR to digestion by restriction enzymes and evaluated the presence or absence of 
digestion patterns generated, providing a number of fragments of different molecular weight for 
each species, it allows to identify specific of the species to which they belong all isolates. After 
amplification the presence of Phytophthora spp. in four of the eight isolates was confirmed. P. 
infenstans was used as a positive control. P. cinnanomi. was obtained amplification products of 752 
to 832 bp, for P. infestans, were digested patterns of 285 and 253 bp. The ITS amplicon digestion 
was carried out using the Taq I enzyme, confirming the presence of P. cinnamomi  as causal agent 
of root rot in two production areas Pichincha and Tungurahua. These results suggest the use of 
molecular identification of P. cinnamomi  as a technological innovation tool for the detection of 
root pathogens in avocado crop.  
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9.  ANEXOS 
 
Anexo 1.- Presupuesto 
 
I. Muestreo     
Actividad Total    
Muestreo de Campo 400    
Materiales 50    
Combustible 100    
TOTAL 550    
     
II. Identificación Molecular     
Actividad Unidad Cantidad Unidad $ Total $ 
Aislamiento Aislados 50 4.36 218 
Extracción de ADN (1 a 18 muestras) Muestras 4 30 120 
Cuantificación de ADN (Florescencia  1 a 20 muestras) Muestras 4 30 120 
Amplificación PCR Muestras 2 65 130 
Visualización ( 1 a 50 muestras) Muestras 4 34 136 
Digestión Muestras 50 3.12 156 
Visualización de Digestión (Dos enzimas de restricción) Muestras 4 34 136 
TOTAL     1016 
     
III. Elaboración de documento Final     
Actividad Unidad Cantidad Unidad $ Total $ 
Fotocopias, Impresos y otros Hojas 500 0.5 250 
Empastados Unidades 6 20 120 
TOTAL    370 
     
V. Personal Requerido para el Proyecto     
Investigador Principal Unidad Meses 
Valor 
Designado  
Estudiante 140 11 1540  
     
ETAPA COSTO    
I. Muestreo 550    
II. Identificación Molecular 1016    
III. Elaboración del documento Final 370    
IV. Personal Requerido para el Proyecto 1540    
Subtotal 3476    
Imprevistos (5%) 173,80    







Anexo 2.- Medio Agar Centeno 
 
1. Remojar 60 gramos de centeno a 18ºC en agua destilada 600 ml aproximadamente 34 -36 
horas. Guardar el sobrenadante. 
2. Colocar los granos hinchados en la licuadora junto con 300ml de agua destilada y licuarlos 
por 2 min. Se puede aumentar agua destilada a 700 ml, hasta trasladar todo al vaso de 
precipitación. 
3. Cocinar por 3 horas a 50 ºC en agua destilada. No modificar el tiempo de extracción. 
4. Colocar en el vaso el azúcar (Glucosa) 20gr. y el agar 15 gr, junto con el agitador. 
5. Una vez cocinado a baño maría se retira, se filtra 3 veces por 6 capas de gasa y se desecha 
el sedimento. 
6. Se coloca el líquido filtrado en el vaso junto con el azúcar  y el agar y combinar el 
sobrenadante original, se lleva a agitar por aproximadamente 1 hora.  
7. Una vez culminado el tiempo de agitación llevar a autoclavar a 15 psi por 15 minutos. 
8. Esperar a que la preparación baje su temperatura hasta que se pueda tocar con la mano el 
vaso. Colocar la solución bactericida justo antes de dispensar las cajas, agitar un poco. 
9. Dispensar en las cajas aproximadamente 1 ml, esperar que solidifique y sellar las cajas. 
 
 
Anexo 3.- Medio Alverja 
 
1. Autoclavar 120 gr de alverjas congeladas en aproximadamente 1 litro de Agua por 30 min. 
2. Filtrar las alverjas por 6 capas de gasa y apretando ligeramente para extraer todo el líquido. 




Anexo 4.- Protocolo de Extracción de ADN empleado para el presente estudio 
Preparación del tampón de extracción CTAB 1X: 
 
Componentes Cantidad (100ml) Concentración Final 
Tris HCl Ph 8 5ml 50mM 
NaCl 5M 20ml 1M 
EDTA 0.5 ph 8 4ml 20mM 
CTAB 1gr 1% 
PVP 1gr 1% 
 
1. Precalentar el baño maría a 65 ºC. 
2. Colocar la muestra en un tubo eppendorf con aproximadamente 0,1 a0.2 gramos de micelio 
liofilizado y triturar la muestra seca. 
3. Añadir una pizca de meta bisulfito de sodio y colocar 750 ul de buffer de extracción 
precalentado. 
4. Colocar 12 ul de mercaptoetanol. 
5. Incubar a baño maría por 1 hora, agitando cada 30 minutos. 
6. Centrifugar las muestras a 13000 r.p.m. por 10 minutos. 
7. Sacar el sobrenadante a un tubo nuevo y aforar las muestras con buffer de extracción a 750 
ul. Añadir 750ul de CIA (24:1). 
8. Agitar y dar fuertemente un Vórtex hasta que las dos fases sean homogéneas. 
9. Centrifugar a 13000 r.p.m. por 5 minutos. 
10. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo, aforar las muestras con buffer de extracción a 
750 ul, añadir 750 ul de CIA (24:1). 
11. Agitar fuertemente y dar un vórtex hasta que las dos fases sean homogéneas. 
12. Centrifugar a 13000 r.p.m. por 5 minutos. 
13. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo y añadir 750 de Etanol 95%, mezclar 
suavemente. Invertir los tubos para mezclar completamente el contenido. Deberá verse 
como hilos o una pellet (caso contrario se colocan las muestras por 15 a 30 minutos a -
20ºC. 
14. Centrifugar por 2 minutos a 13000 r.p.m. 
15. Dejar secar boca abajo y colocar en la micro estufa por media hora o hasta que se haya 
eliminado el olor a etanol. 
16. Resuspender el pellet en TE (volumen depende del tamaño del pellet). Dejar en el 




Anexo 5.- Protocolo de Cuantificación de ADN. 
Las muestras de ADN se cuantifican mediante el siguiente procedimiento: 
 
1. Preparar un gel de cuantificación (Agarosa al 1% y TAE). 
2. El ADN se mezcla con Blue Juice en proporción 4:1 para dar peso y color a la muestra y 
cargar en pocillos del gel las muestras de ADN. 
3. Colocar el marcador de peso molecular Low Mass Leadder (Cat. No 10068 013 
INVITROGEN) y dejar correr la electroforesis durante 30 minutos a 100 voltios. 
4. Dejar durante 30 minutos en una solución de bromuro de etidio.  
5. Visualizar las bandas en el fotodocumentador UV Dolphin View.  
6. Estandarizar la concentración de ADN según la estimación de la cuantificación, en este 
caso la concentración de todas las muestras de ADN se estandarizó a 5 ng/µl con agua de 
















Anexo 6.- Resultados de la Cuantificación mediante Invitrogen Qubit Fluorometer 
 
Número Muestra µg/ml 
1 P1 1,32 
2 PC - 1 8,778 
3 PC - 2 NR 
4 PC - 7 NR 
5 PC - 9 NR 
6 PC - 15 0,293 
7 PC - 18 NR 
8 PC - 29 0,239 
9 PC - 33 7,2 
10 PC - 35 NR 
11 PC - 38 2,48 
 
NR: Valores no registrados.  
 
Anexo 7.- Descripción de los equipos utilizados en el Estudio 
 
EQUIPO DESCRIPCIÓN 
Balanza analítica Kern ABT 100 -5M 
Cámaras electroforéticas Labnet Gel XL Ultra V-2 
Baño maría Memmert WNB14 
Centrífuga Eppendorf5415 D 
Incubadora Memmert IFE 400 
Liofilizador LABCONCO Freeze Dry System/Lyph 
Microscopio Olympus BX41TF 
Fotodocumentador UV Dolphin View 
Termociclador Biometra T Professional Basic Gradient 
Qubit Fluorometer 
Invitrogen 
(Kit Qubit Quant-iT™ dsDNA BR Assay). 
 





Anexo 8.- Fotografías del estudio “Identificación Molecular de Phytophthora spp. en el cultivo 














































Fotografía 7.- Aislamiento de Phytophthora– Pythium de ocho días de crecimiento en medio de 


































Fotografía 11.- Proceso de amplificación en cámara de flujo laminar. 
 
 
